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RESUMO 
 
As células da crista neural truncal (CNT) migram por diferentes rotas 
separadas temporalmente e espacialmente. A migração e diferenciação 
das células da CNT são definidas por microambientes específicos. O 
microambiente embrionário é capaz de regular a expressão de uma 
complexa rede de fatores de transcrição que conduzirá a diferenciação 
dessas células. Recentemente tem sido demonstrado que a co-
chaperonina Sti1 apresenta uma forma solúvel, presente no 
microambiente embrionário. Trabalhos anteriores do nosso grupo 
demonstraram que a Sti1 extracelular é capaz de modular a 
diferenciação das células da CNT, modulando a expressão de Sox10 
nessas células. Paralelamente, nosso grupo observou que a Sti1 é 
amplamente expressa em domínios embrionários relacionados a 
migração inicial das células da CNT. Esses dados sugerem que a Sti1 
pode ser um importante fator regulatório na diferenciação das células da 
CNT. Para melhor compreender o efeito de Sti1 sobre as células da 
CNT, essas células foram tratadas com Sti1, após o estágio de migração. 
Posteriormente, foi analisado a proliferação celular de progenitores de 
neurônios simpáticos (Mash1). Essas análises realizadas não 
apresentaram diferenças significativas, então, em uma segunda etapa foi 
realizada uma análise da fluorescência total de Mash1, para observar se 
a Sti1 atuaria modulando a expressão deste fator de transcrição. 
Entretanto, também não foi possível encontrar significância estatística. 
Portanto, foi estabelecido um novo modelo de cultura, onde uma região 
do tubo neural anterior (15-20 somitos) e posterior (21-24 somitos) foi 
separada para observar as individualidades de cada região. Inicialmente, 
foi observado um grande aumento de células gliais em culturas controle 
provindas do tubo neural anterior, em relação ao tubo neural posterior. 
Esse resultado mostra uma diferença dos estudos, in vivo, obtidos até o 
momento. Não foi observado diferença significativa no número de 
células gliais e melanócitos, quando tratados com Sti1, discordando de 
trabalhos anteriores do grupo. É importante ressaltar que a diferença 
nesse caso é o momento do tratamento com Sti1, anteriormente feito 
enquanto as células da CNT migravam, ou seja, na presença do tubo 
neural. Nesse trabalho, os tratamentos com Sti1 foram realizados após a 
migração e remoção do tubo neural. Esses dados sugerem que o efeito 
do Sti1, sobre as células da CNT, seria indireto, provavelmente, atuando 
via tubo neural sobre progenitores mais indiferenciados da CNT. 
Palavras-chave: Biologia Celular, Diferenciação Celular, Stip1 
ABSTRACT 
 
Truncal neural crest (TNC) cells migrate through different routes 
separated temporally and spatially. Migration and differentiation of 
TNC cells are defined by specific microenvironments. The embryonic 
microenvironment is able to regulate the expression of a complex 
network of transcription factors that will lead to the differentiation of 
these cells. It has recently been shown that the co-chaperonin Sti1 has a 
soluble form present in the embryonic microenvironment. Previous 
work from our group has demonstrated that extracellular Sti1 is able to 
modulate the differentiation of TNC cells by modulating Sox10 
expression. In parallel, our group observed that Sti1 is widely expressed 
in embryonic domains related to the initial migration of TNC cells. 
These data suggest that Sti1 may be an important regulatory factor in the 
differentiation of TNC cells. To better understand the effect of Sti1 on 
the TNC cells, these cells were treated with Sti1 after the migration 
stage. Subsequently, cell proliferation and sympathetic neuron 
progenitors (Mash1) were analyzed. These analyzes did not show 
statistical differences, so in a second step a total fluorescence analysis of 
Mash1 was performed to observe if Sti1 would act modulating the 
expression of this transcription factor. However, it was also not possible 
to find statistical difference in the results. Therefore, a new model of 
culture was established, where a region of the anterior (15-20 somites) 
and posterior (21-24 somites) neural tube was separated to observe the 
individualities of each region. Initially, it was observed a large increase 
of glial cells in control cultures from the anterior neural tube when 
compared to the posterior neural tube. This result shows a difference of 
the studies, in vivo, obtained so far. There was no statistical difference in 
the number of glial and melanocyte cells when treated with Sti1, 
disagreeing with previous work from the group. It is important to 
emphasize that the difference in this case is the moment Sti1 is put in 
culture, previously done while the TNC cells were migrating, that is, in 
the presence of the neural tube. In this work, Sti1 treatments were 
performed after neural crest cells migration and removal of the neural 
tube. These data suggest that the effect of Sti1 on TNC cells would be 
indirect, probably, acting via neural tube on more undifferentiated TNC 
progenitors. 
Keywords: Cellular Biology, Cellular Differentiation, Stip1 
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1 INTRODUÇÃO  
 
1.1 A CRISTA NEURAL E SUA FORMAÇÃO 
 
Em 1868 Wilhelm His observou uma população transitória de 
células localizada ao longo do embrião, paralela à região dorsal do tubo 
neural. Entretanto apenas em 1879 Arthur Milnes Marshall denominou 
esta população de células como Crista Neural (CN) (HALL, 2009). 
Após 150 anos, sabe-se que a CN é formada por uma população de 
células multipotentes que são responsáveis pela formação de diferentes 
estruturas embrionárias e pode dar origem a uma grande variedade de 
tipos de células (GILBERT, 2014). 
Durante o processo de neurulação, o neuroepitélio irá invaginar, 
dobrando-se para formar o sulco neural e após, o tubo neural (TN). 
Após este processo, nas bordas dorsais da placa neural, as células da 
CN, sob indução de uma combinação específica de fatores, sofrerão 
transição epitélio-mesenquimal e migrará por rotas definidas para, 
praticamente, todas as regiões do corpo dos vertebrados. As células da 
CN migram ao longo de todo eixo anteroposterior do embrião, podendo 
ser dividida em dois grupos: I) células da crista neural cefálica (CNC), 
que migram a partir da porção mais anterior do tubo neural e dão origem 
aos derivados neurais, melanócitos e derivados mesenquimais, como 
osso, cartilagem, musculatura lisa, adipócitos, entre outros; II) células da 
crista neural truncal (CNT), essas migram a partir da borda dorsal do 
restante do tudo neural. A CNT dá origem aos melanócitos, neurônios, 
células gliais do sistema nervoso periférico (SNP) e células 
adrenomedulares (LE DOUARIN & KALCHEIM, 1999, HALL, 2009). 
As células da CNC migram entre a ectoderme cefálica e o tubo 
neural, além disso, colonizam os arcos branquiais, formando o seu 
mesênquima. (KÖNTGES; LUMSDEN, 1996; CREUZET; COULY; 
DOUARIN, 2005). As células da CNC que migram a partir dos últimos 
rombômeros, seguem a rota dorso-ventral, formando o sistema nervoso 
entérico e o trato cardíaco (LE DOUARIN; TEILLET, 1973; LE 
LIÈVRE; LE DOUARIN, 1975; ETCHEVERS, 2011).  
As células da CNT migram por diferentes rotas, inicialmente 
elas seguem paralelamente ao tubo neural, dando origem aos gânglios 
simpáticos e células adrenomedulares (Figura 1C). Após a separação do 
somito em esclerótomo e dermomiótomo, as células da CN migram pela 
rota dorso-ventro-lateral, entre o esclerótomo e o dermomiótomo pela 
porção anterior de cada somito. Esse grupo de células dará origem aos 
gânglios da raiz dorsal (Figura 1B). O último grupo de células da CNT a 
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migrar, segue pela rota dorso-lateral, adjacentes a ectoderme, originando 
os melanócitos (Figura 1C) (TEILLET; KALCHEIM; LE DOUARIN, 
1987). As células da CNT migrarão por essas rotas, separadas 
temporalmente e espacialmente. Estas rotas são definidas por 
microambientes específicos que irão interagir com as células da CN e 
determinarão seu fenótipo (GAMMILL; ROFFERS-AGARWAL, 
2010). As diferentes moléculas encontradas durante a migração, em 
cada uma das rotas, modulará uma rede de fatores de transcrição 
responsáveis pela diferenciação destas (SIMOES-COSTA; BRONNER, 
2015). 
 
 
Figura 1: Tubo neural com suas respectivas rotas de migração 
 
Fonte: Adaptado de Dr. Brian E. Staveley, Memorial University of 
Newfoundland.  
Nota: Tubo neural com as principais rotas de migração: (A) Rota dorso-lateral, 
onde as células migrarão entre o dermomiótomo e a ectoderme e darão origem 
aos melanócitos. (B) Rota dorso-ventro-lateral, onde as células migrarão entre o 
dermomiótomo e o esclerótomo e darão origem ao GRD. Já na rota dorso-
ventral (C) as células migrarão entre o tubo neural (TN) e o esclerótomo e darão 
29 
 
origem aos gânglios simpáticos e células adrenomedulares. (D) Rota dos vasos 
intersomíticos, onde as células migrarão ventrealmente entre um somito e outro, 
onde estão localizados os vasos intersomíticos.  
 
1.2 MULTIPOTENCIALIDADES DA CN 
 
Uma das mais importantes questões sobre a CN e seu 
desenvolvimento é em relação a sua multipotencialidade. Os diferentes 
tipos celulares derivados da CN teriam uma origem em comum, ou 
seriam derivados de progenitores distintos? 
Bronner-Fraser e Fraser (1988) demostraram por meio de 
experimentos que as células da CNT são multipotente. Através de 
micro-injeções com corante na parte dorsal do tubo neural de embriões 
galinhas, foi possível acompanhar as células que emigraram e assim, 
observar a diferenciação destas em até 4 fenótipos distintos. 
Possibilitando observar que 60% das células da CNT coradas deram 
origem a diferentes fenótipos e colonizaram diferentes locais do 
embrião. Contudo, os resultados não descartam a existência de células 
pré-determinadas na CN (BRONNER-FRASER; FRASER, 1988). 
Calloni e colaboradores, utilizando ensaios clonais, descreveram  
a existência de diversos progenitores da CNC com múltiplas 
potencialidades, capazes de dar origem a condrócitos, neurônios, células 
gliais, melanócitos, miofibroblastos e osteócitos, in vitro (CALLONI et 
al., 2007; CALLONI; LE DOUARIN; DUPIN, 2009). Em 1999, o 
grupo de Le Douarin marcou individualmente células através de 
proteínas inseridas com vetores retrovirais. Isso garantiu identificar as 
células multipotentes da CN e suas células clones. Esse experimento 
mostrou que células progenitoras são capazes de originar diferentes 
fenótipos e pode coexistir com células que possuem um destino restrito 
(LE DOUARIN & KALCHEIM, 1999; SOMMER, 2001). Porém, o 
número de células multipotentes decai com a idade do embrião 
(SOMMER, 2006).  
Mais recentemente, em estudos com embriões murinos, 
Baggiollini utilizando a técnica ‘confetti’, que permite marcar com até 
10 cores distintas as células, rastreá-las após emigrarem e marcar toda 
sua prole. Dessa forma demonstrou a multipotencialidade das células 
CN, in vivo, pois identificou progenitores capazes de formar neurônios, 
células gliais e melanócitos (BAGGIOLINI et al., 2015). 
Entretanto, Krispin et al., realizando experimentos in vivo com 
embriões de galinha, propõe que as células da CNT já assumem uma 
identidade pré determinada antes de emigrarem do TN, e que estas 
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células dão origem a um único fenótipo em seu destino. Ou seja, a célula 
da CN irá migrar por uma rota específica onde irá diferenciar em um 
fenótipo pré-determinado. Contudo, há ainda a ressalva que existam 
células progenitoras que sejam multipotentes (KRISPIN et al., 2010). 
 
1.3 DIFERENCIAÇÃO DAS CÉLULAS DA CN 
 
No microambiente embrionário existem inúmeros fatores solúveis 
que irão influenciar na diferenciação celular (MURPHY et al., 1994). 
Os diferentes gradientes de Bmps (proteínas morfonegenéticas do osso) 
induzem a expressão de fatores de transcrição para a formação da placa 
neural e conjuntamente com Wnts (proteínas wingless-Int) na formação 
da crista neural (MARCHANT et al., 1998). Ao inibir o Bmp, o Noggin 
induz a diferenciação de neurônios simpáticos, assim como Sonic 
hedgehog que estimula aos fenótipos neuronais e mesenquimais em 
células da CN (CALLONI et al., 2007). Já a família do Fgf (Fator de 
crescimento de fibroblasto) é conhecida por induzir a proliferação e 
migração das células da CN (MURPHY et al., 1994). Assim como o Egf 
(Fator de crescimento epidermal), que também estimula as células da 
CNT a diferenciarem em neurônios e melanócitos (GARCEZ et al., 
2009) e o fator de crescimento glial (Ggf) que promove a diferenciação 
de células gliais (SHAH; ANDERSON, 1997). Existem algumas 
proteínas citoplasmáticas, como por exemplo, a Proteína Induzida por 
Estresse do Tipo 1 (Sti1) que pode se portar como fator solúvel em 
alguns casos e apresentar funções semelhantes a fatores de crescimento 
(LIMA et al., 2007). Dados do nosso grupo demonstraram que Sti1 é 
expressa pelas células da CN in vitro (SCHMITT, 2009) e in vivo 
(Dados não publicados). Além disso, Sti1 é expressa nos gânglios da 
raiz dorsal e gânglios simpáticos em desenvolvimento (Dados do grupo 
não publicados). Os fatores solúveis, presentes no microambiente 
embrionário, são capazes de exercer uma regulação intrínseca na 
expressão dos fatores de transcrição, modulando dessa forma uma 
complexa rede de genes que determinará a diferenciação celular.  
Após a indução das células da CN, elas passam a expressar um 
conjunto de fatores de transcrição chamados de “especificadores da 
crista neural”.  Esses fatores de transcrição levarão as células a sofrerem 
uma transição epitélio-mesenquimal e iniciarem o processo de migração 
(GILBERT, 2014; TRAINOR, 2014). Dentre esses fatores de 
transcrição, o Slug (Zinc-finger protein SNAI1) é o mais estudado, ele é 
capaz de coordenar as junções celulares e moléculas de adesão, como as 
N-caderinas induzindo as células da CN a começarem a migração 
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(SAUKA-SPENGLER; BRONNER-FRASER, 2008). Estudos mostram 
que os fatores de transcrição membros da família Sox (Sry-related HMG 
box) desempenham um importante papel no desenvolvimento da CN. O 
Sox10, membro mais importante dessa família para a diferenciação 
inicial das células da CN, coordena importantes funções de regulação e 
diferenciação fenotípica das células da CN, como por exemplo, a 
diferenciação de células gliais (PARATORE et al., 2001; AOKI et al., 
2003; SAUKA-SPENGLER; BRONNER-FRASER, 2008). Quando há 
perda de função do Sox10, há defeitos na mielinização das células de 
Schwann e na diferenciação de melanócitos (PARATORE et al., 2001). 
O balanço na expressão de Sox10, juntamente com FoxD3 (Forkhead 
box D3) e Pax3 (Paired box3), determinam o início da expressão dos 
fatores de transcrição especificadores da CN, como o Mash1 (Achaete-
scute family bHLH transcription factor1), que  iniciará o programa 
molecular de diferenciação dos neurônios simpáticos, Neurogenina1 que 
levará à diferenciação de neurônios sensoriais, o Egr2 (Early growth 
response2), que atuará como um dos principais reguladores na 
expressão de células gliais e o MITF responsável por tornar as células 
antes indiferenciadas em melanócitos (MEULEMANS; BRONNER-
FRASER, 2004; SAUKA-SPENGLER; BRONNER-FRASER, 2008; 
STOLT; WEGNER, 2016). 
 
1.4 FOSFOPROTEINA INDUZIDA POR ESTRESSE DO TIPO 1  
 
A fosfoproteína induzida por estresse do tipo 1  é da família das 
co-chaperoninas, inicialmente descrita como uma proteína de choque 
térmico associada ao macrocomplexo HSP70/90 (ODUNUGA et al., 
2004). Este macromplexo participa de vários processos celulares, como 
replicação viral, transdução de sinal, translocação e envelopamento de 
proteínas (MARTINS et al., 1997; JOHNSON et al., 1998; 
BHARADWAJ; ALI; OVSENEK, 1999; ARBEITMAN; HOGNESS, 
2000; HU et al., 2002; ZANATA et al., 2002). Por não possuir peptídeo 
sinal ou domínio transmembrana, o Sti1 já foi considerado uma proteína 
citoplasmática (LÄSSLE et al., 1997). Entretanto, estudos indicam que 
o Sti1 pode ser deslocado até a membrana celular e ser secretado para 
fora célula (EUSTACE & JAY, 2004; WANG et al., 2010). As funções 
associadas a Sti1 extracelular ainda são pouco estudadas. Sabe-se que 
Sti1 extracelular liga-se a proteína príon celular (PrP
C
) na superfície de 
algumas células, entre elas neurônios, induzindo a neuroproteção 
(ROFFE et al., 2010; ZANATA et al., 2002) e a neuritogênese (LOPES, 
2005). 
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No SNP, o Sti1 é expresso nos gânglios de raiz dorsal e gânglios 
simpáticos (HAJJ et al., 2009). Trabalhos anteriores do nosso grupo 
demonstram, in vitro, que Sti1 modula a diferenciação das células da 
CNT aumentando em 5 vezes o número de neurônios, 2 vezes o número 
de melanócitos, em detrimento de células gliais (SCHMITT, 2009). 
Oliveira, 2015 demonstrou que Sti1 é capaz de modular a expressão de 
Sox10 em células da CNT (OLIVEIRA, 2015). Em conjunto, estes 
dados sugerem que o Sti1 pode ser um importante fator regulatório na 
diferenciação das células da CNT. No entanto, são necessário estudos 
mais elaborados correlacionando aos efeitos do Sti-1 sobre a expressão 
dos fatores de transcrição que controlam a diferenciação inicial das 
células da CN, como Sox10, FoxD3, Mash1, Nrg1, Islet1 e Mitf com  a 
diferenciação dessas células para tipos celulares específicos. 
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2 JUSTIFICATIVA 
 
Resultados anteriores do nosso grupo demonstraram que Sti1 é 
capaz de modular a expressão de Sox10, um dos principais fatores de 
transcrição que controla a diferenciação inicial das células da CNT in 
vitro (OLIVEIRA, 2015) e em sistema de cultivo ex vivo (CUNHA, 
2017). O aumento na expressão de Sox10, ao longo do processo de 
diferenciação das células da CN, está intimamente relacionado à 
diferenciação de neurônios, células gliais e melanócitos, bem como na 
manutenção do estado indiferenciado, dependendo do contexto 
molecular (KIM et al.,2004). 
O Sti1 é uma proteína com funções muito pouco conhecidas, 
principalmente os seus efeitos extracelulares. Esses achados iniciais do 
nosso grupo, relacionando Sti1 à diferenciação das células da CNT, são 
um forte indicativo que essa proteína pode ter um papel importante na 
biologia das células da CNT. Conhecer os demais genes relacionados a 
diferenciação das células da CNT, que são modulados por Sti1, pode 
representar um importante passo na compreensão dos mecanismos de 
diferenciação das células da CNT.  
A identificação de Sti1 como um novo fator solúvel, capaz de 
modular os mecanismos moleculares e regulatórios da CNT, poderia, 
futuramente, ajudar no tratamento das neurocristopatias. Como podemos 
citar a síndrome de Waardenburg, que por um erro no gene Sox10, causa 
surdez, distúrbio na pigmentação dos olhos, pele e cabelos e 
desmielienização em alguns casos. (WENZHI et al., 2015). 
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3 OBJETIVOS 
 
Objetivo geral 
 
Analisar o efeito extracelular da Proteína Induzida por Estresse 
tipo 1 (Sti1) sobre a diferenciação dos derivados da Crista Neural 
Truncal. 
 
 Objetivos específicos 
 
● Analisar a influência do Sti1 sobre proliferação das células da 
CNT; 
● Verificar a influência do Sti1 sobre a via de diferenciação de 
neurônios simpáticos; 
● Determinar o perfil de diferenciação das células da CNT 
isoladas de dois diferentes níveis axiais, ao longo do eixo 
anteroposterior do embrião; 
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4  METODOLOGIA 
 
4.1 ABORDAGEM METODOLÓGICA 
 
Para analisarmos a influência do Sti1 nas células da CN, foram 
realizadas dois modelos de cultura de células da CN de codornas ( 
ZILLER et al., 1983; ETCHEVERS, 2011; TRENTIN; GARCEZ; 
BRESSAN, 2016): 1) O tubo neural adjacente aos 10 últimos somitos 
formados (aproximadamente entre o 14-24 s, num embrião 24 ss)  foi 
isolado dos demais tecidos embrionários e utilizado para cultura de 
células da CNT; 2) O mesmo segmento do tubo neural, utilizado 
anteriormente, foi segmentado em tubo neural anterior (adjacente aos 
somitos 15-20 s) e tubo neural posterior (21-24 s). Esses segmentos 
foram cultivados para isolamento das células da CNT.  
Para a realização da cultura secundária as células da CNT que 
migraram pela superfície de cultivo (cultivo primário) foram removidas 
e cultivadas em baixa densidade com Sti1 ou mantidas em situação 
controle por tempo específico para cada experimento (cultivo 
secundário). 
A análise fenotípica foi realizada através de observação a 
campo claro para quantificar melanócitos e ensaio imunocitoquímico, 
usando anticorpos como α-Mash1, α-HNK1. Esses anticorpos 
reconhecem progenitores de neurônios simpáticos e células gliais, 
respectivamente.  
 
 
Figura 2: Abordagem metodológica das culturas e análises realizadas 
  
Fonte: Produzida pela autora (2017). 
Nota: Fluxograma demonstrando como foram realizados os experimentos 
descritos abaixo.  
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4.2 OBTENÇÃO E INCUBAÇÃO DOS OVOS DE CODORNA 
Ovos de codorna (Coturnix japonica) adquiridos da Granja 
Dumuty (localizada na cidade de Rio do Sul, Santa Catarina) foram 
incubados durante aproximadamente 48 horas em estufa a 38 
o
C em 65 
% de Umidade Relativa (UR), para obter embriões nos estágios de até 
somitos (24 ss), correspondente aos estágios 15 HH (HAMBURGER; 
HAMILTON, 1951). As técnicas utilizadas nesse projeto foram 
aprovadas pelo Comitê de Ética com o Uso de Animais – CEUA da 
UFSC PP00787. Atualmente esses mesmos procedimentos encontram-se 
submetidos ao CEUA para renovação, registrados sob o protocolo 
número 6016021017. 
 
4.3  CULTURA DE CÉLULAS DA CNT 
 
A metodologia usada para a cultura de células de embriões foram 
realizadas de acordo com protocolo descrito por Etchevers, 2011 e 
Trentin; Garcez e Bressan, 2016, utilizando o meio de cultivo descrito 
por Ziller e colaboradores, 1983.  
 
4.3.1 Cultura de células da CNT  
Os embriões de codorna no estágio de 15 HH  (24 ss) foram 
removidos do ovo e transferidos para uma solução de PBS (solução 
salina tamponada de fosfato, pH 7,4). Em seguida, a região truncal entre 
os somitos 14 e 24 (14-24 s; Figura 3A) foi dissecada e colocada em 
solução de pancreatina (6,25 g/l; Sigma) para separação dos tecidos 
embrionários. Dessa forma, com o auxílio de agulhas entomológicas de 
tungstênio o tubo neural foi isolado sob observação em microscópio 
estereoscópico (Olympus SZ61) (Figura 3B). 
Os tubos neurais isolados foram cultivados em placas de 35 mm 
de diâmetro (Corning, NY, USA) em 800 µl de meio de cultura α-
modificated minimum essential medium (α-MEM; Gibco-BRL, Grand 
Island, NY), 10 % de soro fetal bovino (SBF; Cultlab), 2 % de extrato 
de embrião de galinha (EE), penicilina (200 U/ml; Gibco) e 
estreptomicina (10μg/ml; Gibco) (meio básico). Em seguida, colocados 
em estufa a 37 
o
C, 5 % de CO2 e 65 % de UR (Figura 3C). Em cada 
experimento foi utilizado, em média, 6 tubos neurais isolados, por 
condição de cultivo. 
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Após 15 horas de cultivo, os tubos neurais foram 
cuidadosamente removidos. As células da crista neural que migraram 
permanecerem aderidas à placa de cultivo. Elas foram deslocadas com 
solução de Tripsina com ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) a 
0,05% (Gibco), em seguida centrifugadas a 352 G por 5 minutos e 
suspensas em meio básico de cultivo (Figura 3D). As células foram 
quantificadas utilizando câmara de Neubauer e diluídas a uma densidade 
de 30 células/µl. Em placas de cultivo de 24 poços (Corning, NY, USA), 
previamente revestidas com colágeno I. As células foram plaqueadas em 
gotas de 30 µl com 900 células por gota. Após uma hora e meia (tempo 
necessário para a adesão das células) foi adicionado 270 µl de meio 
básico (grupo controle) e meio básico com adição de Sti1 a 10 ng/ml 
(grupo tratado) (Figura 3E, 3G) 
As células em cultivo foram mantidas a 38 
o
C em atmosfera 
com 5 % de CO2 e 65 % de umidade, durante mais 32 horas. Após esse 
período, foi adicionado 5-bromo-2’-deoxiuridina (BrdU; Invitrogen) ao 
meio de cultura de cada poço, para uma concentração final de 10 μM. 
As células, após a adição de BrdU, voltaram a ser armazenadas em 
estufa a 37 
o
C, 5 % de CO2 e 65% de UR. Após uma hora, as células 
foram fixadas com formaldeído (Vetec) 4%, diluído em PBS, durante 40 
minutos em temperatura ambiente e armazenadas em PBS com 0,5% de 
formaldeído. 
 
Figura 3: Metodologia da cultura de células da CNT de 14-24 s 
 
Fonte: Adaptada a partir de DUPIN, 2014; LE DOUARIN, 2004 e 
http://servier.com.br/content/banco-de-imagens. 
Nota: (A) Representação de um embrião inteiro no estágio do desenvolvimento 
no qual o isolamento do tubo neural é feito para cultivo de células da CNT. A 
região interna ao tracejado representa a região do embrião que foi isolada. (B) 
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Segmento de embrião após ser colocado na presença de pancreatina para isolar 
o tubo neural. (C) Após 15 horas de cultivo, as células da CNT migraram a 
partir do tubo neural. (D) Células da CNT suspensas e centrifugadas para serem 
plaqueadas. (E) Placa com 900 células por poço, onde ficaram 33 horas em 
estufa. (F) Análise dos fenótipos a partir de imunocitoquímica de fluorescência. 
(G) Linha temporal mostrando o tratamento utilizado. 
 
4.3.2 Cultura de células da CNT de diferentes níveis 
anteroposterior 
As células da CNT, in vivo, migram durante um período de 
tempo relativamente grande. As primeiras células da CNT a migrarem 
formarão derivados simpáticos, seguido das células que formarão 
derivados neurais sensoriais e melanócitos (LE DOUARIN & 
KALCHEIM, 1999; HALL, 2009). Em aves, o início da migração das 
células da CNT coincide com a segmentação da mesoderme paraxial 
(formação do somito). Dessa forma, as células da CNT que migram a 
partir do TN mais próximo do último somito formado estão em início de 
migração. Já as células da CNT que migram a partir do tubo neural 
adjacente ao 14º somito encontram-se em fase final de migração.  Sendo 
assim, para verificar um possível efeito diferencial de Sti-1 sobre as 
células da CNT em início de migração e em migração mais tardia, foi 
realizada uma série de experimentos com duas regiões distintas do tubo 
neural: região posterior - tubo neural adjacente aos quatro últimos 
somitos formados (TNP 21-24 s); Região anterior - tubo neural 
adjacente aos cinco próximos somitos formados (TNA 15-20 s) (Figura 
5). Os procedimentos de isolamento e cultivo do tubo neural foram 
realizados conforme descrito em 2.2.1.  
Em média, 8 tubos neurais (8 anteriores e 8 posteriores) foram 
plaqueados em cada experimento, utilizando os mesmos grupos controle 
e tratado com Sti-1 em condição de incubação supracitados (Figura 3D e 
3E). 
As células em cultivo foram mantidas a 38 
o
C em atmosfera 
com 5 % de CO2 e 65 % de umidade, durante mais 33 horas. Então, foi 
retirado seus respectivos meios de cultivo (controle e tratado) e 
adicionado meio de cultivo controle em todos os cultivos celulares. 
Após 72 horas as células foram fixadas com formaldeído (Vetec) 4% 
durante 40 minutos em temperatura ambiente e armazenadas em PBS 
com 0,5% de formaldeído. 
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Figura 4: Representação das regiões truncais de onde foram isolados os 
segmentos de tubo neural utilizados nas culturas de células da CNT anterior e 
posterior. 
 
Fonte: Adaptado de LE DOUARIN, 2004.  
Nota: Representação de um embrião inteiro no estágio de desenvolvimento 
utilizado, 24 ss. Em verde está delimitando a região correspondente aos 14-20 s 
adjacentes ao tubo neural anterior (TNA). Em vermelho está representando o 
tubo neural posterior (TNP), onde foi isolado na região dos 21-24 s. 
 
 
 
  
42 
 
 
Figura 5: Metodologia das culturas de células da CNT de diferentes níveis 
anteroposterior. 
 
Fonte: Adaptada a partir de DUPIN, 2014; LE DOUARIN, 2004 e 
http://servier.com.br/content/banco-de-imagens. 
Nota: (A) Representação esquemática de um embrião inteiro, onde em verde 
está delimitado o tubo neural anterior (15-20 s) e em rosa o tubo  neural 
posterior (21-24 s) utilizados para isolamento das células da CNT. (B e C) 
Tubos neurais anterior e posterior, respectivamente, isolados após 
permanecerem em pancreatina. (D e E) Células da CNT após 15 horas de 
migração. (F e G) Células suspensas e contadas. (H) Células plaqueadas em 
gotas em uma densidade de 900 células por poço divididas em parte anterior em 
verde e posterior em vermelho. (I) Análise dos fenótipos a partir de 
imunocitoquímica. (J) Linha temporal mostrando os tratamentos utilizados 
durantes os cultivos celulares. 
 
 
4.4 IMUNOCITOQUÍMICA 
 
As células da CNT isoladas a partir de tubos neurais adjacente 
aos somitos 14-24 foram fixadas e permeabilizadas durante 30 minutos 
em temperatura ambiente com solução de PBS com 0,5% de Triton X-
100. Em seguida, foi adicionado solução de ácido clorídrico (HCl; 
Merck), a 2N e lavado 2 vezes por 15 minutos a temperatura ambiente. 
Em seguida, foi adicionado tampão borato por 15 minutos, após foram 
realizadas quatro lavagens com PBS com 0,05% de Tween 20 (Sigma) 
por 5 minutos cada. Foi adicionado os anticorpos específicos α-Mash1 
(1:1000; Abcam AB74065) conjuntamente com α-BrdU (1:500; Abcam 
AB6326). Os anticorpos foram incubados overnight a uma temperatura 
de 4 ºC. No dia posterior, as células foram lavadas quatro vezes com 
PBS contendo 0,05% de Tween 20 (Sigma) por 5 minutos e 
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subsequentemente incubadas por 1 hora (temperatura ambiente) com os 
anticorpos secundários conjugados a fluorocromos.  Para marcar células 
que expressaram Mash1 foi usado Alexa Fluor® 594 IgG - Goat anti 
mouse (GAM; 1:1000; Invitrogen A11005) e para o ensaio de 
proliferação foi usado Alexa Fluor® 488 IgG - Goat anti rat (GAR; 
1:1000 Invitrogen A11006). Após mais três lavagens as células foram 
incubadas durante 5 minutos com o corante fluorescente nuclear 4,6-
diamidino-2-fenilindol dihidroclorido (DAPI; 1 µg/ml; Sigma) e foram 
observadas e fotografadas em microscópio invertido de fluorescência 
(Olympus IX 83). 
Já para as culturas de tubos neurais de diferentes níveis 
anteroposterior, as células fixadas foram permeabilizadas durante 30 
minutos em temperatura ambiente com solução de PBS-Triton X-100 a 
0,5% com 10% de SBF. Em seguida foi adicionado o anticorpo: a) α-
NF200 (1:80; Sigma N4142) em uma solução contendo PBS com 0,05% 
de Tween 20 com 10% de SBF ou b) α-HNK1 (Hybridoma Bank; 
AB2314644) e incubado overnight a 4 ºC. No dia seguinte, as células 
foram lavadas com PBS contendo 0,05% de Tween 20 repetidamente e 
subsequentemente incubados os anticorpos secundários conjugados a 
fluorocromos Alexa Fluor® 488 IgG - GAM (Invitrogen A11005). 
Após, as células foram lavadas com PBS contendo 0,05% de Tween 20 
e incubadas durante 5 minutos com DAPI e foram observadas e 
fotografadas em microscópio invertido de fluorescência (Olympus IX 
83). 
 
Tabela 1: Informações dos anticorpos utilizados 
Anticorpo Primário Concentração e 
isotipo 
Anticorpo 
secundário 
Concentração e isotipo 
α-BrdU AB6326 1: 500; IgG - GAR Alexa Fluor® 488 1:1000; IgG – GAR A11006  
α-Mash1 AB74065 1:1000; IgG - GAM Alexa Fluor® 594 1:1000; IgG – GAM A11005 
α-HNK1 AB2314644  Hibridoma - GAM Alexa Fluor® 488 1:2000; IgG – GAM A11005 
α-NF200 N4142 1:80; IgG - GAM Alexa Fluor® 488 1:2000; IgG – GAM A11005 
Fonte: Produzida pela autora (2017) 
 
 
4.5 ANÁLISE FENOTÓPICA E QUANTIFICAÇÃO 
 
As células foram observadas em microscópio de fluorescência 
invertido (Olympus IX83) e fotografadas com sistema de captura de 
imagem (Olympus DP73). Para cada cultura da CNT isoladas a partir de 
tubos neurais adjacentes aos somitos 14-24  foram fotografados cerca de 
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6 campos sequenciais para cada poço de cada experimento (n=4) . As 
contagens de células totais assim como os demais fenótipos foram 
realizadas através da análise de fluorescência pelo ImageJ®. 
Para a quantificação do conteúdo de fluorescência (CF) foram 
selecionadas todas as células através de “Color Threshold” seguido de 
“Measure”, onde obtivemos a área total de todas as células e a média da 
fluorescência. Após, foi multiplicada a área total pela média da 
fluorescência, que consequentemente foi obtido a CF. 
Para a análise das culturas de células de tubos neurais de 
diferentes níveis anteroposterior, foram fotografadas cerca de 6 campos 
por poço de cada experimento (n=5) e analisadas através do programa 
ImageJ®. As imagens das células totais foram analisadas através da 
marcação nucleica com DAPI e sobrepostas às imagens que 
expressaram os outros fenótipos (glia e melanócitos). Assim foi possível 
obter a quantidade de células HNK1
+
 e melanócitos. Cada resultado foi 
dividido pelo número total de células respectivas de cada poço, gerando 
uma normalização. 
 
 
4.6 ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 
Os dados obtidos com a expressão de Mash1, Nf200, HNK1 e 
melanócitos foram analisados utilizando o teste t de Student, assim 
como os valores de células que migraram por tubo e o número total de 
células que incorporaram BrdU em cada população. Foram consideradas 
diferenças estatísticas quando p<0,05. Essas análises foram realizadas 
utilizando o programa GraphPadPrism®. 
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5  RESULTADOS 
 
5.1 PADRONIZAÇÃO DO ANTICORPO α-MASH1 
 
O anticorpo α-Mash1 (Abcam AB74065) utilizado não apresenta 
indicação de uso, pelo fabricante, para células de codorna ou galinha. 
Sendo assim, para validar e padronizar concentração de uso foram 
utilizadas as seguintes diluições 1:250, 1:500 e 1:1000. De acordo com o 
protocolo desenvolvido pela Abcam, a indicação é para que seja feita 
uma diluição de 1:200. 
Como foi utilizado este anticorpo conjuntamente com o anticorpo 
α-BrdU, onde este último requer um tratamento prévio com HCl, foi 
testado as mesmas concentração em grupos previamente tratados com 
HCl e grupos onde não houveram tratamento com ácido. 
Como observado na figura 7, a melhor diluição foi de 1:1000, 
conjuntamente com o anticorpo Alexa Fluor® 594, com diluição de 
1:2000. Nessas concentrações as marcações foram restritas ao núcleo 
das células como esperado. Concentrações inferiores demonstraram 
marcações inespecíficas. 
 
Figura 6: Células Mash1
+
 
 
Fonte: Produzida pela autora (2017) 
Nota: Imagem com células marcadas α-Mash1 em uma diluição de 1:1000 
conjugado ao fluorocromo Alexa Fluor® 594. (A) Imagem com células 
marcadas em vermelho com α-Mash. (B) Imagem de células marcadas com α-
BrdU. (C) Sobreposição de imagens de células que proliferaram e expressaram 
BrdU. Aumento de 40x. 
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5.2  EXPERIMENTOS REALIZADOS COM CÉLULAS DA 
CRISTA NEURAL TRUNCAL DE TUBOS NEURAIS 
ADJACENTES AOS SOMITOS 14-24 S (10 ÚLTIMOS 
SOMITOS FORMADOS). 
 
5.2.1 Sti1 não altera a proliferação das células da CNT 
 
O efeito do Sti1 sobre a proliferação das células da CNT foi 
analisado através de ensaios de incorporação de BrdU.  
Devido a alta taxa de proliferação das células da CNT, 
previamente foi selecionado um período de incorporação de BrdU de 
apenas uma hora (Figuras 8A, 8B, 8C, 8D, 8E e 8F). O tratamento com 
Sti1 apresentou uma diminuição de 5,68% na proliferação das células da 
CN, entretanto essa diferença não foi significativa, quando comparados 
os grupos controle e tratado com Sti1 (Figura 8E). As células da CNT 
em cultivo formam uma população heterogênea, composta por 
progenitores de diversas potencialidades. Sendo assim, o Sti1 poderia 
alterar a proliferação de apenas um ou poucos grupos de progenitores. 
Para verificar tal hipótese, duplas marcações entre marcadores de 
progenitores e BrdU podem ser realizadas. 
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Figura 7: Análise da proliferação de células tratadas com Sti1 
 
Fonte: Produzida pela autora (2017). 
Nota: Imagem mostrando a incorporação de BrdU na última hora de cultivo em 
situação controle e tratado com Sti1. Em (A) imagem de todos os núcleos 
celulares marcados com DAPI em situação controle. (B) Incorporação de BrdU 
nas células da CNT em condição controle. (C) Sobreposição de imagens de 
células totais e células que proliferaram em condição controle. (D) Células 
totais marcadas com DAPI com tratamento de Sti1. (E) Células da CNT que 
foram tratadas com Sti1 que obtiveram incorporação de BrdU. (F) Sobreposição 
de imagem de células totais e células que proliferaram na última hora de cultivo 
no tratamento com Sti1. (G) Gráfico onde mostra a proliferação celular na 
última hora de cultivo através da incorporação de BrdU. N=4; Análise 
estatística realizada com teste-t não paramétrico. Aumento de 40x. 
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5.2.2 Sti1 não altera o número de células Mash1
+ 
 
Mash1 é um dos fatores de transcrição que participa do controle 
inicial da diferenciação de neurônios simpáticos. Para avaliar se a Sti1 
teria algum efeito sobre a população total de células Mash1 positivas, 
foram analisadas células Mash1
+
 (Figura 9B e 9E) e células totais, estas 
marcadas com DAPI (9A e 9D). 
Foi observado um aumento no número total de células que 
expressam Mash1 de 5,69% com tratamento com Sti1 (Figura 9F) em 
relação a condição controle (Figura 9C), entretanto, não foi possível 
observar diferença significativa (Figura 9G). 
 
Figura 8: Análise de células Mash
+
 
 
Fonte: Produzida pela autora (2017). 
Nota: Imagens mostrando as células Mash1
+ 
e células totais marcadas em DAPI. 
Em (A) imagem das células totais marcadas com DAPI na condição controle. 
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(B) Células da CNT que expressaram Mash1 em condição controle. (C) 
Sobreposição de imagens de células totais e células Mash1
+
. (D) Células totais 
com DAPI com tratamento de Sti1. (E) Células da CNT Mash1
+ 
em tratamento 
com Sti1. (F) Sobreposição de imagem de células totais e células Mash1
+ 
com 
tratamento com Sti1. (G) Efeito do Sti1 na expressão total de células Mash1
+
. 
N=4; Análise estatística realizada com teste-t de Student não paramétrico. 
Aumento de 40x. 
 
5.2.3 O Sti1 não afeta a proliferação de células Mash1
+ 
 
           As células da CNT apresentam-se como uma população muito 
heterogênea, formada por diversos progenitores (TRENTIN et al., 2004; 
CALLONI et al., 2007; CALLONI; LE DOUARIN; DUPIN, 2009). 
Dados anteriores do nosso grupo mostraram que Sti1 tem um forte efeito 
positivo sobre a diferenciação de neurônios.  
Para verificar se Sti1 estaria atuando na proliferação de 
progenitores comprometidos com o fenótipo neuronal simpático (células 
Mash1
+
), foi utilizado a incorporação de BrdU na última hora de cultivo 
e após, foi realizado imunocitoquímica com anticorpo α-Mash1 e α-
BrdU (Figura 10A, 10B, 10C e 10D). 
A análise não mostrou diferença significativa, porém, o 
tratamento com Sti1 aumenta em 5,10% a proliferação de células 
Mash1
+
. Entretanto, foi considerado apenas células positivas para 
Mash1, não foi levado em consideração o nível de expressão. Esses 
dados demonstram que Sti-1 não apresenta efeito direto sobre a 
proliferação de células Mash1
+
. 
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Figura 9: Análise da proliferação das células Mash1
+ 
 
Fonte: Produzida pela autora (2017). 
Nota: Imagem mostrando a incorporação de BrdU em células que expressam 
Mash1. (A) São células Mash1
+
 e (B) células que incorporaram BrdU, ambos da 
situação controle. Em (C) a sobreposição de imagem de células que 
expressaram Mash1 com células que proliferaram no grupo controle. (D) 
Células que expressam Mash1
+
 com tratamento com Sti1, (E) proliferação 
celular em tratamento Sti1. (F) Sobreposição de imagens de células Mash1+ e 
células que incorporaram BrdU em tratamento com STI1. (G) Efeito do Sti1 na 
proliferação de células Mash1
+
. N=4; Análise estatística realizada com teste-t de 
Student não paramétrico. Aumento de 40x. 
 
5.2.4 Sti1 não afeta os níveis de expressão de Mash1
+
 das células da 
CN 
 
Afim de ter um indicativo de um possível efeito do Sti1 sobre os 
níveis de expressão de Mash1, foi medida a intensidade da fluorescência 
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emitida pelas células Mash1
+
. Nessas análises não foram observadas 
diferenças estatísticas entre os grupos controle e Sti1. É possível que a 
heterogeneidade dos progenitores da CNT esteja de alguma forma 
mascarando possíveis diferenças. Uma análise em células individuais da 
intensidade de fluorescência, em células Mash1
+
, poderia esclarecer essa 
dúvida. 
 
Figura 10: Análise da expressão de total de Mash1 através de imuno-
fluorescência 
 
Fonte: Produzida pela autora (2017). 
Nota: Gráfico mostrando o efeito do Sti1 na expressão de Mash1 através da 
fluorescência total das células. N=4; Análise estatística realizada com teste-t de 
Student não paramétrico. 
 
 
5.3 CULTURAS DE CÉLULAS DA CRISTA NEURAL COM 
TUBOS NEURAIS DE DIFERENTES NÍVEIS 
ÂNTEROPOSTERIOR 
 
As células da CN migram extensivamente a partir das bordas 
dorsais do tubo neural adjacentes aos últimos 10 somitos, em aves (LE 
DOUARIN & KALCHEIM, 1999; TRAINOR, 2014). Antes mesmo do 
TN fechar completamente, inicia o processo de delaminação, onde as 
células migrarão do neuroepitélio para vários locais do embrião. Alguns 
autores demonstram que, in vivo, as células da CNT, que formarão 
determinados tipos celulares, apresentam certa ordem de saída do TN. 
Destes podemos citar os progenitores de neuronais sensoriais, neuronais 
simpáticos, células gliais e por último, melanócitos (LE DOUARIN & 
KALCHEIM, 1999; HALL, 2009). 
Ao analisar os dados provindos de culturas de células da CNT, 
referente aos 10 últimos somitos formados, não foi observada diferença 
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na expressão de Mash1 sob tratamento com Sti1. Esse resultado pode ter 
sido decorrente da homogeneização dos diferentes progenitores 
presentes no tipo de cultivo realizado. Estudos como de Krispin e 
colaboradores (2010), in vivo, demonstram que há uma ordem pré-
estabelecida de migração de progenitores. Logo, as primeiras células a 
migrarem seriam os progenitores neuronais simpáticos, após, as células 
que darão origem ao gânglio de raiz dorsal e por último os melanócitos. 
Portanto, foi estabelecido um novo método de cultura, onde foi separado 
o TN da região anterior, adjacente aos somitos 15-20 (TNA) e o TN 
posterior, adjacente aos somitos 21-24 s (TNP), para que fosse possível 
observar as individualidades de cada região.  
Até o momento não existem informações na literatura sobre o 
comportamento de saída das células da CNT in vitro. Não se sabe se as 
células da CNT in vitro teriam o mesmo perfil de delaminação 
observado in vivo. 
 
5.3.1 Células da CNT, derivadas do TNA e TNP não apresentam 
diferenças entre si quanto à diferenciação de melanócitos e 
células glias 
 
Foram realizadas 5 culturas em condição controle, onde o TNA e 
TNP foram isolados e colocados em meio básico separadamente (Figura 
12A), para que fosse possível observar eventuais especificidades na 
delaminação dos progenitores da CNT. É importante ressaltar que os 
dois segmentos do TN utilizados foram dissecados de embriões da 
mesma idade. Isso quer dizer que a diferença entre eles está no tempo de 
formação, ou seja, o TNA foi formado antes do TNP. As células da 
CNT que migram a partir do TNP seriam equivalente as primeiras 
células a delaminarem, já as células da CNT que migram a partir do 
TNA, seriam equivalentes as células de migração mais tardia. 
Foi observado um aumento de 51,47% de melanócitos no TNP 
em relação do TNA (Figura 12B). Ao analisar células gliais, foi obtido 
um aumento de 18,90% no TNA em relação ao TNP (Figura 12C). 
Apesar de expressivas, essas diferenças entre os derivados da CNT 
anterior e posterior, não apresentaram diferenças estatísticas. De 
qualquer forma, esses dados nos mostram claramente que, sem o 
contexto embrionário, a dinâmica de delaminação das células da CNT, 
in vitro, não segue a mesma ordem que ocorre in vivo.   
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Figura 11: Análise de células gliais e melanócitos do TNA e TNP em grupo 
controle  
 
Fonte: Produzida pela autora (2017). 
Nota: Embrião representando as culturas dos diferentes níveis axiais do tubo 
neural. Gráficos representam melanócitos e células gliais presentes em culturas 
de células da CN em situação controle nos diferentes níveis anteroposterior. (A) 
Embrião delimitando os locais onde foram utilizados os tubos neurais para as 
culturas de TNA e TNP, com suas cores correspondentes aos gráficos. (B) 
Análise de melanócitos na cultura de células isoladas do TNP em rosa e TNA 
em verde. (C) Análise de células gliais no grupo controle em culturas de TNA e 
TNP. N=5; Análise estatística realizada com teste-t de Student não paramétrico.  
 
5.3.2 O Sti1 não altera o número de células gliais e melanócitos 
derivados de diferentes níveis axiais do embrião. 
 
Ao analisar melanócitos e células gliais derivados de células da 
CNT de TNA (Figura 13B e 13D) e TNP (Figura 13A e 13C) em 
situações controle e tratadas com Sti1, não foram obtidos resultados 
significativos. Apesar de haver aumento de 11,69% de células gliais no 
tratamento com Sti1, em relação à cultura controle no TNP (Figura 
13A). Ao analisar melanócitos derivados das células da CNT do TNP 
(Figura 13C) foi observada uma diminuição de 5,08% destes no 
tratamento com Sti1. 
As células que migraram do TNA, tratadas com Sti1, 
demonstraram uma diminuição de 24,21% de células gliais (Figura 13B) 
e 16,93% em melanócitos (Figura 13D) em relação ao controle. 
Entretanto essas diferenças observadas não se mostraram significativas. 
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Figura 12: Análise do efeito do Sti1 em células gliais e melanócitos do TNA e 
TNP 
 
Fonte: Produzida pela autora (2017). 
Nota: Gráficos representando o efeito do Sti1 sobre a diferenciação de células 
da CNT derivadas de diferentes níveis axiais do tudo neural. (A) Efeito do Sti1 
sobre a diferenciação de células gliais derivadas da CNT isolada do TNP. (B) 
Efeito do Sti1 sobre a diferenciação de células gliais derivadas da CNT isolada 
do TNA. (C) Efeito do Sti1 sobre a diferenciação de melanócitos derivados da 
CNT isolada do TNP (D) Efeito do Sti1 sobre a diferenciação de melanócitos 
derivados da CNT isolada do TNA. N=5; Análise estatística realizada com 
teste-t de Student não paramétrico. 
 
5.3.3 Culturas de diferentes níveis  do eixo ânteroposterior não 
apresentam neurônios 
 
Ao analisar os ensaios imunocitoquímicos de fluorescência com 
α-NF200 não foi possível observar neurônios. Esta ausência nos grupo 
controle e tratado com Sti1 trata-se, possivelmente, de um artefato 
metodológico, pois trabalhos anteriores do grupo demonstraram que 
células da CNT cultivadas diferenciam para neurônios in vitro em 
condições muito semelhantes às utilizadas (GARCEZ et al., 2009).  
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6 DISCUSSÃO 
 
Estudos anteriores do nosso laboratório demonstraram que o 
tratamento com Sti1 nas primeiras 24 horas de migração das células da 
CN proporciona um aumento de cerca de 5 vezes em neurônios e uma 
diminuição de 4 vezes de células gliais. Em contrapartida, a Sti1 
proporcionou um aumento de 2 vezes em melanócitos (SCHMITT, 
2009). Oliveira, (2015), demonstrou que Sti1 é capaz de modular a 
expressão de Sox10, um importante fator regulados da diferenciação da 
CNT (OLIVEIRA, 2015). Em conjunto, esses dados sugerem que Sti1 
poderia influenciar a diferenciação das células da CNT, modulando a 
expressão de fatores de transcrição. Além disso, os dados que temos 
sobre Sti1, até o momento,  mostram o efeito dessa proteína na fase de 
migração das células da CNT, entretanto ainda não há evidências que 
Sti1 atuaria diretamente nas células da CNT ou, indiretamente, via TN. 
Para elucidar tais questionamentos, foi desenvolvida uma metodologia 
diferente da utilizada por Schmitt e Oliveira (Figura 14B), onde a Sti1 
foi adicionada somente após a migração das células da CNT, quanto o 
TN já havia sido removido (Figura 14A). Os resultados observados 
neste trabalho sugerem que o efeito da Sti1 sobre a CNT seria 
dependente da presença do TN, provavelmente sobre progenitores mais 
indiferenciados da CNT. 
O tratamento com Sti1 após a migração das células da CNT, não 
apresentou influência sobre a proliferação celular total. Dados obtidos 
anteriormente pelo nosso grupo, onde o tratamento com Sti1 foi 
realizado quando as células da CNT ainda não delaminaram do TN, 
também não observaram diferenças (SCHMITT, 2009; OLIVEIRA, 
2015). Esse resultado fortalece a hipótese que Sti1 atuaria modulando a 
expressão de fatores de transcrição. No entanto, como as células da CNT 
são extremamente heterogêneas, existe a possibilidade de Sti1 atuar na 
proliferação de progenitores específicos apenas. 
Resultados anteriores do nosso laboratório mostram um efeito 
pró-neurogênico em células da CNT tratadas com Sti1 (SCHMITT, 
2009). Então em uma segunda etapa, foi analisado proliferação de 
células Mash1
+
, já que este é um marcador de progenitor de neurônios 
simpáticos. Não foram observadas diferenças estatísticas na proliferação 
de células Mash1
+
. A princípio esses resultados perecem discrepantes 
em relação às observações anteriores do grupo que demonstravam 
aumento de neurônios e modulação na expressão de Sox10, um fator de 
transcrição upstream a Mash1. É importante observar que Oliveira 
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(2015) utilizou Sti1 durante a fase de migração e diferenciação (Figura 
14B) e o presente trabalho verificou o efeito de Sti1 apenas na fase de 
diferenciação (Figura 14A). A não observação do efeito de Sti1, quando 
adicionado na fase de diferenciação, pode ser explicada pelas células da 
CN já estarem comprometidas com algum progenitor, logo, Sti1 atuaria 
em progenitores menos diferenciados, como observado por Oliveira, 
2015 e Schmitt, 2009.  Além disso, ambos os trabalhos realizam o 
tratamento com Sti1 durante na presença do TN. Curiosamente, Beraldo 
e colaboradores (2013) observaram que camundongos knock-out para 
Sti1 não sobrevivem aos 10 dias de desenvolvimento embrionário. A 
morte dos embriões foi constatada logo após a migração das células da 
CN. (BERALDO et al., 2013).  
 
Figura 13: Linha temporal das culturas realizadas pela autora e por Oliveira, 
2015 
 
Fonte: Produzida pela autora (2017) 
Nota: Linha temporal referente aos experimentos realizados pela autora e por 
Oliveira, 2015. Em (A) Cultura realizada no presente trabalho, onde Sti1 foi 
adicionado nas últimas 33 horas de diferenciação celular. Em (B) modelado do 
experimento realizado por Oliveira, 2015, onde Sti1 foi adicionado em todas as 
fases da cultura celular. 
 
Interessantemente, foi observado que cerca de 60 a 70% das 
células da CNT cultivadas expressavam Mash1, entretanto, estudos 
anteriores demonstram que entre 1- 4% das células totais em culturas da 
CNT diferenciam para neurônios (GARCEZ et al., 2009; 
BITTENCOURT et al., 2013). Todas essas células que expressaram 
Mash1 diferenciariam em neurônios simpáticos? Ou semelhante ao que  
Oliveira (2015) observou com Sox10, seria os diferentes níveis de 
Mash1 que direcionaria as células para determinados fenótipos? 
57 
 
Logo, foi proposta uma análise mais detalhada da expressão de 
Mash1 e caso fosse observada diferença entre os níveis de fluorescência 
de Mash1, seria realizado um ensaio imunocitoquímico com Sox10 para 
comparar os níveis de fluorescência de Sox10 e Mash1. Essa consistiu 
em verificar a fluorescência total das células que expressaram este fator 
do grupo controle e tratado com Sti1. Ao analisar os dados, não foi 
observada diferença estatística, ou seja, o Sti1 não atua na expressão de 
Mash1. Tal resultado pode ter ocorrido, talvez, pela falta de Sti1 no 
começo da migração celular, pois como foi observado com outro fator 
solúvel, o Egf. Este atuaria via TN ou no momento da migração das 
células da CN, onde estas não estão comprometidas com um 
determinado fenótipo (GARCEZ et al.,2009). 
Os experimentos realizados com células da CNT, isoladas do 
tubo neural correspondente aos 10 últimos somitos, devido a sua grande 
diversidade de progenitores, pode mascarar pequenas diferenças em 
populações celulares mais restritas. Sendo assim, foi testado o efeito de 
Sti1 e foram realizados experimentos onde os tubos neurais foram 
divididos em duas partes distintas, o TNA e o TNP (Figura 5).  
Krispin e colaboradores (2010) observaram, in vivo, que há uma 
ordem de migração das células da CN. As primeiras células a migrarem 
são as progenitoras de neurônios simpáticos, seguido pelas células de 
Schwann, após células que darão origem a neurônios sensoriais e por 
último, progenitores de melanócitos (Figura 13). Se essa dinâmica de 
migração dos progenitores da CNT que ocorre in vivo, também se repetir 
in vitro, o modelo de cultivo de células da CNT, utilizado até o 
momento não seria o mais apropriado para responder as questões 
levantadas nesse trabalho. Sendo assim, foi cultivado células da CNT 
provindas de dois diferentes níveis axiais do TN. Curiosamente não 
observamos tais diferenças em relação aos tipos celulares analisados, 
melanócitos e células gliais. Nossos resultados demonstram o contrário 
do esperado, foi observado um aumento de 51,47% de melanócitos em 
células da CNT derivadas do TNP em relação ao TNA. Além disso, foi 
observado um aumento de 18,90% nas células gliais derivadas da CNT 
que migrou a partir do TNA, em relação ao TNP. Esses dados nos 
mostram que, in vitro, o comportamento ordenado da migração celular 
não ocorre como é demonstrado in vivo. E essa discrepância pode 
indicar que o microambiente tenha um efeito mais efetivo sobre a 
determinação inicial e diferenciação das células da CNT que esses 
autores sugerem.     
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Figura 14: Escala de migração dos progenitores  
 
Fonte: Adaptado de LE DOUARIN, 2004 e KRISPIN  et al., 2010. 
Nota: Representação gráfica da escala de migração dos  progenitores da CN 
com seu respectivo estágio no embrião. Onde RP é teto do TN; M, melanócitos; 
DRG, gânglio da raiz dorsal; VR, raiz ventral e SG, gânglio simpático. 
 
Adameyko e colaboradores (2009) demonstraram que células 
progenitoras gliais, que migrariam precocemente, poderiam dar origem a 
melanócitos na pele. Essas células da CNT migram dorso-ventro-
lateralmente e diferenciam em neurônios e células progenitoras de 
células da Schwann (CPCS), que são Sox10
+
 e Krox20
-
. Essas células 
migram através dos nervos e quando obtém certo estímulo, diferenciam 
em melanócitos (ADAMEYKO et al., 2009). Através deste estudo é 
possível sugerir que os melanócitos derivados do TNP seriam CPCS. 
 Sela-Donenfeld e Kalcheim (2000) observaram que os somitos 
influenciam na migração celular assim como nos fatores presentes no 
microambiente. Pois com a somitogênese, que atua na direção rostro 
caudal, é criada um gradiente de fatores que modulam a expressão de 
Noggin na linha dorsal do TN, no qual modifica os níveis de BMP, que 
consequentemente, inicia a migração das células da CNT. Sem essa 
modulação decorrente da somitogênese,  há uma alta concentração de 
Noggin no microambiente embrionário que leva ao bloqueio de BMP, 
impedindo a migração das células da CNT (SELA-DONENFELD; 
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KALCHEIM, 2000). A cultura realizada no presente trabalho apenas 
utilizou o TN, excluindo assim os somitos e tecidos circundantes. 
Estudos recentes de nosso laboratório com embriões ex vivo, mostraram 
resultados que sugerem que o Sti1 seria um dos fatores que poderiam 
estimular Noggin, que bloquearia BMP e que consequentemente não 
ativaria a cascata para a expressão de HNK1 (CUNHA, 2017). Logo, o 
microambiente antes favorável para a diferenciação celular de fenótipos 
como melanócitos, foi suprimido e outros fenótipos celulares foram 
amplificados. Como por exemplo, as células gliais presentes no TNA, 
como observado na figura 7. 
Ao analisar o efeito do Sti1 em células da CNT derivadas do 
TNA e TNP, não foi observada diferença estatística no número de 
células gliais e de melanócitos entre os grupos controle e tratados com 
Sti1. Uma hipótese já levantada anteriormente para explicar estes dados, 
seria que Sti1 atuaria diretamente sobre o TN, ou sobre as células da CN 
que ainda não migraram, ou seja, em precursores menos indiferenciados, 
corroborando com o observado com Schmitt, (2009) e Oliveira, (2015).  
Outro dado para ser discutido seria que apesar de não obter diferença 
significativa com o tratamento com Sti1, foi observado um aumento de 
11,69% de células gliais e uma diminuição de 5,08% de melanócitos 
provindos do TNA. Uma suposição para tal resultado seria que o Sti1 
estaria regulando a Endotelina 3 (ET3) e fazendo os progenitores mais 
diferenciados, como o glia-melanócitos seguir a rota para a 
diferenciação em células gliais em detrimento a melanócitos (DUPIN et 
al., 2000). Já progenitores menos diferenciados, como as células 
provindas do TNP, estariam tomando outra rota de diferenciação, 
diminuindo assim, células gliais e melanócitos (Figura 8B e 8D). 
Não foram observados neurônios nas culturas com o TN 
segmentado em grupo controle e tratado com Sti1. Uma das hipóteses 
levantadas seria a falta de fatores solúveis no meio de cultura, in vitro, 
como a grande família dos Fgfs (SERVETNICK; GRAINGER, 1991), 
Egfs (GARCEZ et al., 2009) e hormônios  como insulina, glucagon e 
triiodotironina (T3)   (TRENTIN et al., 2004). Trabalhos como de 
Bittencout et al., 2013 e Garcez et al., 2009 mostram que a 
sobrevivência de neurônios se dá, entre outros motivos, pelo uso de um 
meio de cultivo enriquecido com diferentes fatores de crescimento, 
hormônios e proteínas carreadoras como a transferrina. A não 
observação de neurônios em cultura da CNT seria causada pela falta 
deste meio de cultura enriquecido. Já que a transferrina é responsável 
pela condução de ferro para as células que estão proliferando, logo, em 
sua ausência, os neurônios que iriam proliferar, acabam morrendo. O 
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hormônio T3 que é responsável pela elevação da atividade de enzimas 
do metabolismo oxidativo, em sua privação, as células não conseguiriam 
produzir ATP (adenosina trifosfato) que acabaria levando à apoptose 
(NUNES, 2003). Este hormônio também é responsável pela modificação 
da ação transcipcional de determinados genes (GUISSOUMA et al., 
1998), logo, a T3 poderia atuar em genes importantes para a 
sobrevivência neurônios. Consequentemente, a falta deste meio de 
cultura enriquecido com determinados fatores tornou o microambiente 
propenso a não formação de neurônios (BAROFFIO, DUPIN, LE 
DOUARIN, 1988). 
O tratamento com Sti1 na fase de diferenciação celular mostrou 
não alterar de forma significativa nenhuma população celular estudada. 
Apesar de não apresentar diferenças significativas, esses resultados são 
extremamente importantes, pois assim é possível compreender que a 
atuação da Sti1 acontece em estágios mais indiferenciados das células da 
CNT ou ainda, de forma indireta sobre elas. Ou seja, a Sti1 modula a 
expressão das células da CNT em uma janela restrita de tempo, 
semelhante ao observado por Calloni e colaboradores (2007), ao utilizar 
Shh nas primeiras 48 h de cultura celular e por Garcez et al., 2009, que 
também observou que o tratamento com Egf nas primeiras horas de 
cultivo causava aumento de progenitores neuronais e melanocíticos.  
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7 CONCLUSÕES 
 
 Sti1 não apresenta efeito sobre a proliferação e expressão 
de Mash1 em células da CNT, quanto o tratamento é 
realizado após a migração das células da CN. 
 As células da CNT, in vitro¸ não apresentam o mesmo 
padrão de migração que ocorre in vivo. Os progenitores 
provavelmente não obedecem uma ordem de saída, ao 
longo do eixo anteroposterior do TN. 
 O efeito do Sti1 sobre a diferenciação das células da 
CNT é indireto, provavelmente, via TN, ou em 
progenitores muito precoces da CNT.  
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8 PERSPECTIVAS 
 
Cada vez mais há indícios que o Sti1 atua na diferenciação das 
células da CNT, assim como altera a expressão de Sox10 in vitro 
(SCHIMITT, 2009; OLIVEIRA, 2015) e possivelmente esteja atuando 
na regulação upstream em relação a Sox10.  O presente trabalho 
mostrou que Sti1 pode atuar diretamente sob o TN, mostrando que o 
microambiente é extremamente importante para a diferenciação celular. 
Estudos futuros serão realizados para responder questionamentos 
a cerca do efeito do Sti1 nas primeiras horas de migração para observar 
diferenciação neuronal, no período de 120 horas de cultura. Também, é 
necessária uma análise da expressão de Mash1 nas primeiras 48 de 
migração em tubos TNA e TNP para observar se realmente os 
progenitores simpáticos estão migrando da região posterior do TN, 
como observado in vivo, por Krispin e colaboradores (2010) ou se a 
hipótese apresentada neste trabalho acerca das CPCS é verdadeira. 
Assim como analisar outros fatores de transcrição regulados por Sox10, 
como Islet1, e Egr2. 
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